A hipotalamikus neuronális energiaszint szabályozásának vizsgálata: Az NTPDázok, mint lehetséges energia-regulátorok szerepe a pozitív gonadotropin feedback során.  =  Regulation of neuronal energy levels in the hypothalamus: NTPDases as possible energy regulators of the positive gonadotrophin feedback. by Zsarnovszky, Attila et al.
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A KUTATÁS EREDMÉNYEI 
 
A kutatási téma elızményei 
 
A energiaháztartás hypothalamicus szabályozása: 
A neuroendokrin hypothalamus számos homeosztatikus folyamatnak, a teljesség igénye 
nélkül pl. a szervezet energiaháztartásának (táplálékfelvétel, energiadepók felépítése-
lebontása, hıháztartás) és a reproduktív folyamatoknak az idegi központja. A hypothalamicus 
energiaszint-szabályozás különös sajátossága, hogy miközben ezen agyi központ mőködése 
alapvetı fontosságú a teljes szervezet energiaháztartásának szabályozásában, e 
szabályzómőködésért felelıs idegsejtek energiaszintje a megfelelı mőködés érdekében 
szintén precíz celluláris energiaszint szabályozásra szorul. A tudomány mai állása szerint nem 
ismert az a határ, amely a szervezeti szintő és a sejtszintő energiaszabályozás között húzódik. 
Legnagyobb valószínőség szerint a perifériás feedback jelek, amelyek alapján a hypothalamus 
megfelelı áramkörei neuroendokrin mechanizmusokon keresztül irányítják a teljes szervezet 
anyagcseréjét, egy ponton divergálnak, és e ponton túl az intraneuronális (biokémiai) 
jelrendszer az adott individuális idegsejtek saját „nyelvén” indukálja a sejtekben a kívánt 
válaszreakciót. Ezek az intracelluláris jelek egyben úgy szabályozzák a sejt 
mitokondriumainak mőködését, hogy azok a kívánt válaszreakcióval arányos mennyiségő 
energiát (pl. ATP-t) termeljenek (azaz, ha a kívántnál kevesebb energiatároló molekula 
képzıdne, a sejt nem lenne képes ellátni a feladatát, ha pedig túl sok, akkor fennállna az 
„üzemanyag”, elsısorban glükóz túlzott mértékő felhasználásából adódó energiahiány 
lehetısége, amely felboríthatná a szervezet homeosztázisának szabályozását.  
 
Jelen OTKA pályázatunkban arra vállalkoztunk, hogy fényt derítünk egy ma még igen 
kevéssé ismert intramitokondriális mechanizmusra, amely korábbi kutatásaink alapján az 
ektonukleozid-trifoszfát difoszfohidroláz 3 (NTPDáz3) nevő enzim segítségével képes lehet a 
mitokondrium által termelt ATP mennyiségének a szabályozására. 
 
Az NTPDáz3 
Napjainkban az NTPDázoknak 8 fajtája ismert (NTPDáz1-8). Ezek közül a legtöbb integrált 
membrán protein: Az NTPDáz1 [1], NTPDáz2 [2], NTPDáz3 [3, 4] és NTPDáz8 [5] 
membránba épült, aktív doménjük az extracelluláris tér felé néz. E sejtfelszíni enzimek 
extracelluláris nukleotidokat hidrolizálnak, ezúton szabályozva a P2X és P2Y purinerg 
receptorok specifikus ligandumainak mennyiségét. Egyes szövetekben a nukleozid 
monofoszfátokat az 5’-ektonukleotidáz tovább hidrolizálja adenozinná, amely a P1 adenozin 
receptor aktivátora. Az NTPDázok közül eddig csak NTPDáz1-3-at azonosítottak 
agyszövetben. Az NTPDáz1 elıfordul az idegsejtekben, valamint a gliában és endotel 
sejtekben is [6, 7], míg NTPDáz2-t fıként a központi idegrendszer germinális zónáiban 
találtak (A B-limfociták szintén expresszálnak NTPDáz2-t [8]). Az NTPDáz3 mRNS-ét 
elıszır Chadwick and Frischauf azonosította a központi idegrendszerben [4], mi pedig a 
közelmúltban írtuk le ezen enzim disztribúcióját patkányok agyában [9]. Utóbbi munkában 
valószínősítettük, hogy az NTPDáz3 neuron-specifikus, ezen túl pedig kimutattuk, hogy az 
NTPDáz3 jelen van az idegsejtek perikarionjában és nyúlványaiban is. NTPDáz3-
immunreaktív (NTPDáz3-IR) perikarionokat csak a nucleus arcuatusban (AN) és a laterális 
hypothalamicus magban (LHN) találtunk. Ezután tovább karakterizáltuk az NTPDáz3 
szubcelluláris lokalizációját a hypothalamusban [10], azonosítottuk az enzimet a 
mitokondriális mátrixban, illetve a belsı mitokondriális membrán szoros közelségében. 
Kiegészítı vizsgálataink erısen valószínősítették, hogy a hypothalamusban az NTPDáz3 
gátló neuronokban nem, hanem csak serkentı idegsejtekben fordul elı. Ezen morfológiai 
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munkákból nyert eredményeket funkcionális vizsgálatokkal is alátámasztottuk, amelyek 
elsısorban a hypothalamusból nyert szinaptoszómák mitokondriális légzésének mérésére 
támaszkodtak. Eredményeink az mutatták, hogy az NTPDáz3 kísérletes gátlása 
szignifikánsan csökkentette az ADP-függı, 3-as típusú mitokondriális légzési ráta (state 3 
mitochondrial respiration rate, St3 mrr) értékét, valamint a teljes mitokondriális légzési 
kapacitást (St5, lásd késıbb). Minthogy az idegi aktivitás, különösen a neurotranszmisszió, 
erısen energiafüggı [11], azt feltételeztük, hogy a hypothalamicus idegi mőködés, különösen 
az excitatórikus aktivitás, erısen függhet a mitokondriális NTPDáz3 mőködésétıl, azaz 
annak ATP-hidrolizáló képességétıl. 
  
A mitokondriális légzés 
A sejtlégzés gyakorlatilag a mitokondriumokban (mitokondriális légzés) zajlik. Minthogy a 
téma egyetemi tananyag, ennek részletezése ehelyt nem indokolt. Mindazonáltal 
szükségesnek látjuk, hogy a kutatási módszereink (kísérlettervezés, módszerek 
megválasztása) szempontjából a mitokondriális légzés néhány vonatkozását kihangsúlyozzuk. 
Minthogy a sejt mőködéséhez szükséges energiatároló ATP zömmel a mitokondriumokban 
képzıdik, a celluláris mőködés pedig energiafüggı, nem nehéz belátni, hogy a sejt egészséges 
mőködése, energetikai szempontból, a kielégítı mitokondriális légzésen, más szóval 
mitokondriális metabolizmuson múlik. Fontos tehát, hogy a mitokondriális metabolizmus 
sebességét, mértékét, a sejt energiaellátásának szempontjából indikátor paraméternek 
tekintsük. A közelmúltban végzett kutatásaink során, tekintettel az NTPDáz3 funkciójára 
(ATP-hidrolizálás, és ezen keresztül a mitokondrium ATP-készletének szabályozása), az 
ADP-függı, 3-as típusú mitokondriális légzés NTPDáz3-függıségére koncentráltunk, és jelen 
pályázat kísérleteit is e paraméter mérésére fókuszáltuk. Kiegészítı vizsgálataink azonban 
igazolták azt az egyébként szintén tankönyvi ismeretet, miszerint az ADP serkentıleg hat a 
mitokondriális metabolizmus sebességére, azaz nagyobb mennyisége felpörgeti a 
mitokondriális légzést, ami több oxigén és a citrát körhöz tartozó „üzemanyag” molekula 
fogyasztásához vezet. Az ADP átfogó, pozitív visszacsatolásos mőködését figyelembe véve, a 
mitokondriális metabolizmus precízebb elemzése érdekében ezért az eredetileg tervezett 
kísérleteinket kiegészítettük négy további olyan paraméter vizsgálatával, amelyek összessége 
egyrészt szélesebb betekintést enged az extracelluláris jelek (pl. hormonok) mitokondriális 
metabolizmust befolyásoló hatásainak mechanizmusába, másrészt pedig megmutatják, hogy a 
mitokondriális légzés egyes elemei hogyan változnak egymáshoz viszonyítva az említett 
hatások eredményeképpen. Az összesen 5 vizsgált kísérleti körülményt (paramétert) 
hypothalamusból nyert szinaptoszóma-mitokondrium frakciókban alakítottuk ki, melyeket 
önkényesen 1-5 stádiumú mitokondriális légzésnek neveztünk el (St1-5). Az St1-5-öt a 
következıképpen állítottuk össze (a mért adatok [itt nem részletezve] a mitokondriális légzési 
rátát [mrr] jelentik [fogyasztott oxigén nmol/egységnyi mennyiségő minta/perc]: 
St1: A mitokondriális oxigén (O2) fogyasztást respirációs pufferben mértük, egyéb 
szubsztrátum hozzáadása nélkül. Ilyek körülmények között az idıegység alatt fogyasztott O2 
mennyisége a hypothalamicus minta metabolikus állapotától, valamint a szövet in vivo történt 
O2/vérellátásától függ. 
St2: A citrát kör “üzemanyaggal” való ellátása érdekében piruvátot és malátot adtunk a 
mintához. Ilyen körülmények között a citrát kör felpörög, az O2 fogyasztás pedig megnı a 
terminális oxidáció és oxidatív foszforiláció felgyorsulása miatt, amennyiben a szövet in vivo 
O2/vérellátása kielégítı volt.  
St3: ADP-t adtunk a mintához. Minthogy az ADP a mitokondriális légzés fı serkentıje, ilyen 
körülmények között a légzési ráta (mrr) megnı, amennyiben a minta in vivo O2/vérellátása 
kielégító volt.  
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St4: Oligomicint adtunk a mintához. Az oligomicin blokkolja az ATP-szintetázt, ezért gátolja 
az oxidatív foszforilációt, mialatt a terminális oxidáció folytatódik. Ilyen körülmények között 
az O2-fogyasztás a mitokondriumban uralkodó úgynevezett “uncoupled” állapot és az 
alternatív oxidáció mértékétıl függ. Élettani körülmények között az “uncoupling” (az oxidatív 
foszforiláció és terminális oxidáció szétválasztása) és az alternatív oxidáció fontos szerepet 
játszanak a mitokondriális ATP-bioszintézis mértékének átmeneti csökkentésében akkor, 
amikor a sejt energiaszükséglete lecsökken. Ezért, az ilyen körülmények között történı magas 
O2 fogyasztás azt jelzi, hogy egy adott folyamat, amely azelıtt a magas eneriaigény miatt 
intenzíven zajlott, most éppen (azaz annak energiával történı ellátása) leszabályozódik. 
St5: FCCP-t (carbonylcyanide-4-(trifluoromethoxy)-phenylhydrazone) adtunk a mintához. Az 
FCCP egy ciánvegyület, ezért megköti a rendszerben maradó összes O2-t. Az O2 fogyás 
mértéke ilyen körülmények között attól függ, hogy mennyi O2 fogyott az St1-4 alatt, valamint 
a minta in vivo O2/vérellátásától, azaz, a minta eredeti metabolikus állapotától (mint késıbb 
látható, ez az ösztrusz ciklus egyes fázisai által meghatározott). Más szóval, az St1-4 alatt 
fogyasztott O2 plusz az St5-ben lekötött O2 mennyisége jelzi a hypothalamus O2-ellátottságát 
a mintavétel pillanatában. 
  
Ösztrogén (E2) és pajzsmirigyhormonok (PMHk) 
Mint korábban említettük, a neuroendokrin hypothalamus a reprodukciós folyamatoknak és az 
energiaháztartás szabályozásának egyaránt központja. Korábbi irodalmi adatok szerint e két 
szabályozó tevékenységért felelıs hypothalamicus idegi körök számottevı átfedést mutatnak, 
azaz bizonyos neuron populációk mindkét szabályzó mechanizmusnak elemei [12], így egyik 
téma vizsgálata sem történhet a másik figyelembevétele nélkül. Ezzel összhangban, a nıi 
nemi ciklus fı irányító hormonja, az E2, és az energiaháztartást irányító fı hormonok, a 
PMHk is átfedı funkciókkal bírnak, ugyanakkor ebbéli szerepük napjainkban is intenzív 
kutatások tárgya. Ezért volt szükséges, hogy a jelen pályázatban kitőzött kísérletek 
eredményeinek minél realisztikusabb értékelése érdekében, az adott szőkös anyagi és még 
szőkösebb idıhatárok keretei között néhány kiegészítı vizsgálattal tisztázzuk, vajon létezik-e 
kapcsolat a mitokondriális NTPDáz3, valamint az E2 és PMHk között. Azt már a 
közelmúltban publikáltuk, hogy ovariektomizált (ovx), valamint egyszeri E2 dózissal kezelt 
ovx patkányok hypothalamusában az NTPDáz3 expressziója és aktivitása E2-függı [10]. 
Jelen kísérleteinkben azt is bebizonyítottuk, hogy az NTPDáz3 aktivitása függ az ösztrusz 
ciklus adott fázisától is, alátámasztva a fent említett korábbi eredményeinket [13]. Olyan 
kísérleteket is elkezdtünk, amelyek a vér PMH-koncentrációjának relációjában vizsgálja az 
NTPDáz3 hypothalamicus expresszióját, azonban a kísérletek kezdeti stádiuma miatt itt csak 
annyit említünk meg, hogy a PMHk mennyisége is befolyásolja az NTPDáz3 hypothalamicus 
kifejezıdését. Szerencsénkre az idén lezárult korábbi OTKA 72186 pályázatunk (vezetı 
kutató Dr. Bartha Tibor) fı témája, az ösztrogén- és PMH receptorok interaktív vizsgálatának 
témájával [14] segítségünkre volt annak tisztázásában, hogy milyen lehetséges 
interreceptoriális mechanizmusokon keresztül szabályozódhat az E2 és PMHk hatása, 
ugyanakkor kérdéses maradt, vajon az NTPDáz3-ra kifejtett említett hormonhatások receptor-
mediáltak-e. Az E2 és PMH receptorokra vonatkozó vizsgálataink értelmezése [15, 16, 17, 
18] mindenesetre nagy segítségünkre volt a jelen pályázat eredményeinek kiértékelésében. 
(tekintettel a mindössze két éves futamidıre, a kísérletek számára és a téma szerteágazó 
jellegére, a jelen pályázat NTPDáz3-ra vonatkozó eredményei még csak konferencián [13, 19] 
és akadémiai beszámolón [20, 21] kerültek bemutatásra, folyóiratban történı publikációk 
pedig jelenleg zajlanak)     
 
GnRH-hullám, LH-hullám 
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Röviden összefoglalva, a hypophysealis LH-felszabadulás az elıagy GnRH-termelésének a 
függvénye, a GnRH-felszabadulás pedig a nemi ciklus során alternatív pozitív-negatív 
feedback folyamatok útján szabályozott. A ciklus legnagyobb szakasza során a vérplazma 
ovariális E2-je negatív feedback útján alapszinten tartja a GnRH/LH termelıdést, majd a 
késıi proösztrusz folyamán a ciklus-közepi E2 hullám kíséretében a negatív feedback rövid 
idıre pozitív feedback-re vált, utóbbi pedig GnRH és következményes LH hullámot vált ki, 
amely elıfeltétele és kiváltója is az ovulációnak. Saját korábbi kutatásaink igazolták, hogy az 
alternatív feedback-fázisok hátterében a hypothalamus neuronjainak plaszticitása áll, amely 
egyszerően megfogalmazva a serkentı és gátló szinapszisok számának plasztikus változását 
jelenti, természetesen szabályozott formában. Korábbi vizsgálatok kimutatták, hogy ovx 
állatokban a GnRH sejteken nem található szinapszis [22, 23, 24], ehelyett e sejteket 
gliahüvely veszi körül. Az E2-hullám kezdeti szakaszával egyidejőleg a GnRH sejteken 
nagyszámú excitatórikus szinapszis képzıdik (pozitív feedback), majd megjelennek a gátló 
szinapszisok is, és számuk hamarosan túlszárnyalja a serkentı szinapszisok számát (negatív 
feedback). Jelen pályázat szempontjából e téren a legfontosabb részfolyamat tehát, hogy a 
pozitív feedback során a serkentı/gátló szinapszisok hányadosa átmenetileg megnı, és ez jól 
tükrözıdik a serkentı idegsejtekben mőködı NTPDáz3 aktivitásán és az össz szöveti 
mitokondriális metabolizmus mértékén is. 
 
Kísérletes megközelítés, állatok 
A fentiekben részletezett kutatási elızmények után jelen pályázatunkban arra vállalkoztunk, 
hogy felderítsük a GnRH felszabadulás és a hypothalamicus NTPDáz3 aktivitásának 
összefüggéseit, a fentiekben vázolt kiegészítésekkel. Kísérleteink kiegészítéseit saját 
metodikai fejlesztéseink [21], valamint az OTKA 72186 sz. pályázat által finanszírozott és 
témájában kapcsolódó kutatásaink is elısegítették, aminek eredményeképpen eredményeink 
messze túlmutatnak az eredetileg tervezettnél. 
Az NTPDáz3 olyan ATP hidrolizáló enzim, amelynek jelenlétét a hypothalamus serkentı 
neuronjainak mitokondriumaiban elıször mi mutattuk ki, és valószínősítettük ezen enzim 
szerepét a mitokondriális ATP mennyiségének szabályozásában. Ennek igazolására több, 
egymást kiegészítı kísérletet végeztünk patkányokon, a következı kísérletes beállításokkal: 
- Ovariektomizált (ovx) állatok, illetve ovx+E2 állatok hypothalamus szövetének 
vizsgálata a pályázatban leírtak szerint; 
- Fiziológiásan ciklizáló intakt nıstény patkányok hypothalamus szövetének vizsgálata 
az ösztrusz ciklus minden fázisában (a ciklus fázisait hüvelykenet vizsgálatával 
állapítottuk meg); 
- A hypothalamusból készült szinaptoszóma-mitokondrium frakciók (lásd alább) 
metabolizmusának mérése a „A mitokondriális légzés” c. fentebbi fejezet szempontjai 
szerint, NTPDáz3 blokkolásával és anélkül; 
- A hypothalamus bal- és jobboldali féltekéjébıl készült minták szimultán vizsgálata; 
- A vérszérum E2 és LH szintjének meghatározása minden állatban (a hormon szint 
vizsgálatok jelenleg zajlanak, a mérési eredmények a közeljövıben várhatók). 
 
A mitokondriális légzés méréséhez szükséges mintának a méréshez történı elıkészítési 
technikáját a pályázatban leírtakhoz képest úgy fejlesztettük, hogy egy módosított 
ultracentrifugálási protokoll és egy percol grádiens beépítésével a módszer mérési 
érzékenységét javítottuk. Ezt alapvetıen úgy értük el, hogy a szinaptoszóma frakció mellett a 
perikaryonok mitokondriumaiból külön frakciót nyertünk, emellett pedig a nagy myelin 
tartalmú sejttörtmeléket (a myelin mérési pontatlanságokat eredményez), mint külön 
megjelenı frakciót eltávolítottuk. Ezúton a relatíve kismérető minták (a hypothalamus egyik 
 5 
oldali „fele”) a korábbinál megbízhatóbb eredményeket szolgáltattak és a két félteke 
eredményeinek összehasonlítása megbízhatóbbá vált.   
  
OTKA támogatással elért eredmények 
 
Jelen pályázat eredményeirıl célszerőnek tartottuk két külön szempont szerint beszámolni: „A 
hypothalamicus aszimmetria”; és „A mitokondriális metabolizmus” alcímek alatt, annak 
ellenére, hogy maguk az eredmények ugyanazon kísérletekbıl származnak.  
 
Hypothalamicus aszimmetria 
A fentiekben leírt kísérletes körülmények és a pályázatban leírt módon kivitelezett (St1-5-re 
bıvített) mérések oly módon történtek, hogy függetlenül a kísérletes körülményektıl, az 
állatok hypothalamusainak jobb és bal féltekéjét elkülönítettük egymástól és azok 
mitokondriális metabolizmusát féltekék szerint mértük és elemeztük. A konkrét eredmények 
alapvetıen két fontos aspektusa említendı meg: 1.) A mitokondriális metabolizmus, 
beleértve az NTPDáz3 aktivitását is, az ösztrusz ciklushoz, illetve annak egyes fázisaihoz 
igazodó hullámzó tendenciát mutatott; 2.) Ez a hullámzó tendencia az állatok több mint 
80 %-ában a hypothalamusnak csak az egyik féltekéjében mutatkozott, míg az 
ellenoldali félteke mitokondriális metabolizmusa a ciklus minden fázisában egyenletes, 
kiegyenlített tendenciát mutatott (az alábbi táblázatokban azonban csak azon állatokból 
származó méréseket vettük aszimmetrikusnak, amelyek esetében a két félteke közötti 
százalékos arány elérte/meghaladta az 58/42 %-os arányt). 
 
1. Ábra. Az egyes respirációs stádiumokban tapasztalt aszimmetria az állatok százalékos 
arányában kifejezve a korai proösztruszban. 
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2. Ábra. Az egyes respirációs stádiumokban tapasztalt aszimmetria az állatok százalékos 
arányában kifejezve a késıi proösztruszban. 
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3. Ábra. Az egyes respirációs stádiumokban tapasztalt aszimmetria az állatok százalékos 
arányában kifejezve ösztruszban. 
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4. Ábra. Az egyes respirációs stádiumokban tapasztalt aszimmetria az állatok százalékos 
arányában kifejezve metösztruszban. 
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5. Ábra. Az egyes respirációs stádiumokban tapasztalt aszimmetria az állatok százalékos 
arányában kifejezve diösztruszban. 
 
Percent hypothalamic sidedness in states 1-5 
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 Ez a jelenség arra enged következtetni, hogy – legalábbis patkányokban – a GnRH 
hypothalamicus szabályozása aszimmetrikus, azaz féloldali hypothalamus aktivitáson 
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alapszik. A hypothalamicus aszimmetriáról rendelkezésre álló korai adatokat Halász Béla 
foglalta össze 1997-ben [25]. Eszerint már az 1900-as évek második felében mind 
morfológiai, mind pedig szöveti GnRH mérések utaltak a hypothalamus aszimmetrikus 
mőködésére. Ennek ellenére az irodalmi adatok arról tanúskodnak, hogy e kutatási terület 
vonatkozó kísérletei ezen ismereteket a mai napig nem veszik figyelembe. Minthogy a 
hypothalamus funkcionális aszimmetriája további fontos kérdéseket vet fel, azt reméljük, 
hogy jelen eredményeink felhívják a kutatók figyelmét e jelenség fontosságára. Meglátásunk 
szerint a hypothalamus aszimmetriája, a teljesség igénye nélkül, a következı fontosabb 
kérdéseket illetve lehetıségeket veti fel: Hogyan és mikor fejlıdik ki az aszimmetria az 
egyedfejlıdés során? Befolyásolható-e az aszimmetria kialakulása, és ha igen, az milyen 
következményekkel jár? Adott egyed esetében oldalhoz kötött-e az aszimmetria, vagy 
ciklusról ciklusra alternatív (oldalváltó) módon jelentkezik-e? Korhoz kötött-e, hogy melyik 
félteke az aktív, illetve történik-e kortól függı félteke-váltás az állat reproduktív élete során? 
Megvan-e a „passzív” féltekében is a ciklicitás potenciája? Létezhet-e egy, a „passzív” 
féltekében rejlı második reproduktív élet lehetısége? 
A saját jelen kísérleteink szempontjából a további, az aszimmetriára vonatkozó kísérletek 
legnagyobb gátjának azt tartjuk, hogy jelenleg csak post mortem tudjuk megállapítani ezt az 
aszimmetriát, ezért, és mert az egyes állatokban változó, hogy melyik oldali félteke az 
„aktív”, nem vagyunk képesek célzottan, in vivo kísérletekkel vizsgálni az adott egyed 
„aktív” hypothalamus féltekéjét. Ezért intenzíven dolgozunk azon, hogy megfelelı módszert 
találjunk arra, hogy élı állatban azonosíthassuk a hypothalamus „aktív” féltekéjét. 
A fentiekben leírt módon kiegészített vizsgálataink lehetıséget adtak arra is, hogy 
összehasonlítsuk a hypothalamicus féltekék O2 ellátását.  
 
6. Ábra. Összesített (kétoldali), valamint féltekékre vetített teljes oxigénfogyasztás és oxigén 
tartalom középértékei.  
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E téren is aszimmetriát tapasztaltunk, azzal a kiegészítéssel, hogy a hypothalamus O2 
ellátása azon állatokban is aszimmetrikus volt, ahol a mitokondriális O2 fogyasztás a két 
félteke között kiegyenlítettnek bizonyult. Ebbıl a jelenségbıl arra a következtetésre 
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jutottunk, hogy a féltekék aktivitásához igazodó aszimmetrikus O2 ellátás a lokális 
vérkeringés aszimmetriájával jár, és ez arra utal, hogy léteznie kell egy, az autonóm 
idegrendszer hypothalamust beidegzı részében is fellelhetı aszimmetriának.   
 
 
Mitokondriális metabolizmus, mitokondriális légzési ráta (mrr) 
A hypothalamicus minták mitokondriális metabolizmusának mérései óriási adatmennyiséget 
szolgáltattak, az 5 külön kísérletes körülmény (St1-5) pedig lehetıséget kínált arra, hogy a 
minta in vivo (még élı) állapotában, az állat feláldozásának pillanatában zajló folyamatok 
energetikai hátterét folyamatukban is tanulmányozhassuk. Az eredmények e bısége miatt az 
adatok kiértékelése még jelenleg is folyamatban van, de az ezzel kapcsolatos elsı 
publikációhoz már elegendı letisztult információval rendelkezünk (publikálás folyamatban). 
Az alábbiakban összefoglaljuk azon megfigyeléseinket, amelyekkel kapcsolatban már többé-
kevésbé stabil következtetésre jutottunk.   
1.) Az ADP-függı St3 korrelál a korábbi kísérleteink szerint leírt „hirtelen” nagyszámú 
hypothalamicus excitatórikus szinapszis létrejöttének és aktivitásának idejével, ami az 
ösztrusz ciklus proösztrusz-korai ösztrusz fázisainak idejére esik. Ez a megfigyelés 
lehetıvé tette, hogy a szinaptikus plaszticitás történéseinek [24] megfelelı hullámvonal 
formájában ábrázoljuk az NTPDáz3-függı St3 adatokat. Ebben a megközelítésben a 
hullámvonalon azonos vagy közel azonos értéket mutató adatok vagylagosan kerültek a 
hullám felszálló vagy leszálló szakaszára, minthogy az St3 érték önmagában nem 
mutatja, hogy egy hullámgörbét követı folyamat kezdeti vagy végfázisáról van-e szó. 
St1-5-re bıvített kísérleteink azonban, a „A mitokondriális légzés” c. részében 
megfogalmazott értékelési szempontokat figyelembe véve (különös tekintettel az St4-re), 
lehetıvé tették, hogy nagy biztonsággal azonosítsuk az egyes ösztrusz fázisok kezdeti és 
vég-szakaszait, és így az St3 eredmények realisztikus sorrendje is megállapíthatóvá vált. 
Az St3 adatok sorrendiségét (amely hullámgörbét formált) követve a többi St adatot is 
azonos sorrendben ábrázolva sajátosan és eddig nem publikált módon mutatja az 
ösztrusz cikluson átívelı mitokondriális metabolizmus alapvetı paramétereit.  
 
7. Ábra. ADP-függı St3 értékek („aktív” vs „passzív” félteke). Az egyes ösztrusz fázisok 
értékei elkülönített vonalakon ábrázolva (reprezentatív diagram). 
ADP-dependent St3 throughout the estrous cycle
-15,00
-10,00
-5,00
0,00
5,00
Estrous phases (EP, LP, E, ME, DE)
F
o
ld
 d
if
fe
re
n
c
e
 v
s 
"s
il
e
n
t"
 s
id
e
 
 
 
 
 
 10 
8. Ábra. A szinaptikus egyensúly (a serkentı/gátló szinapszisok aktuális aránya), a feedback 
típusának aktuális állása, a plazma aktuális szabad ösztrogén szintje, az ösztrusz aktuális 
fázisa, valamint a fentiekkel idıben egybeesı mitokondriális légzési paraméterek együttes 
ábrázolása. Ezen az ábrán jól kivehetı az ösztrusz fázisaitól függı hullámzó intenzitású 
mitokondriális metabolizmus. 
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Ez a fajta ábrázolásmód, amely folyóiratban közölve is hamarosan megjelenik, azért 
fontos, mert egy adott egyed egészséges állapotát jellemzı paraméterekkel (centrális St1-
5 értékek perifériás hormonszintekkel igazolt ovulációval kiegészítve) látja el.  
A pályázat eredeti célkitőzései között szerepelt az NTPDáz3 blokkolás hatásának vizsgálata. 
Az NTPDáz3 blokkolása (Suraminnal) szignifikánsan csökkentette az ATP-hidrolizálást, 
emiatt pedig a (kevesebb ADP miatt) következményesen csökkent facilitáló hatás 
csökkentette a mitokondriális O2 felhasználást. Ez a jelenség azonban nem csak az St3-t 
jellemzi, hanem (minthogy a Suramin-kezelés már a kísérlet elején megtörtént) a 
csökkent ADP szint visszahatva az St1-2-t is csökkentette, ugyanakkor megnıtt a minták 
St5 (reziduális O2) értéke. Ebbıl arra következtethetünk, hogy az NTPDáz3 gátlásával 
nem csupán a már szintetizált mitokondriális ATP mennyiség csökkenthetı, hanem 
visszacsatolásos módon, átfogóan csökkenthetı a mitokondriális metabolizmus sebessége 
is. Emiatt feltételezhetı, hogy olyan esetekben, amikor az excitotoxicitás veszélye 
fenyeget, az NTPDáz3 részleges, terápiás blokkolása mitokondrium- és sejtvédı hatású 
lehet. Az, hogy az NTPDáz3 blokkolása ténylegesen megakadályozta-e az LH hullám 
kialakulását, a jelenleg (és a közeljövıben) zajló hormonszint vizsgálatokból tudható 
majd meg.   
 
 
Elméletileg tehát, kísérleteink ezen eredményei hozzájárulnak ahhoz, hogy a jövıben 
remélhetıen kifejlesztett in vivo (de itt nem meghatározott) módszerekkel is mérhetı 
St1-5 adatokkal az esetleges patológiás szaporodásbiológiai tünetek konkrét oka(i) 
meghatározhatók és orvosolhatók lesznek.      
 
További célok 
Az azonnali és legfıbb célunk, hogy olyan módszert találjunk vagy fejlesszünk, amely 
lehetıvé teszi az „aktív” hypothalamus félteke megállapítását élı állatban. Minthogy az 
általunk leírt aszimmetria a hypothalamus vérellátottságára is vonatkozik, az egyik lehetséges 
módszer a termográfia alkalmazása lehet, amely jelenleg általánosan alkalmazott módján 
kellıen érzékeny, azonban térbeli felbontási képessége kérdésessé teszi, hogy kismérető 
rágcsálók esetében, jelen esetben patkányok hypothalamusának hımérsékleti monitorozására, 
speciális módosítás nélkül megfelel-e.  
A mitokondriális NTPDáz3 mőködésének hormonális szabályozása alig ismert. Ezért 
kiemelkedı fontosságú, hogy a hypothalamus esetében, amelynek mőködését az E2 és PMHk 
alapvetıen befolyásolják, mielıbb tisztázzuk, hogy milyen módon hat e két hormoncsalád az 
NTPDáz3 expressziójára és aktivitására. A hormonhatások legvalószínőbb mediálói maguk a 
hormonok specifikus receptorai lehetnek, ezért további terveink között szerepel az E2, PMHk, 
ezek receptorai és az NTPDáz3 közötti funkcionális viszony tisztázása.  
Végezetül, távolabbi céljaink közé tartozik egy olyan metabolikus paraméterekbıl álló képlet 
kidolgozása, amely az adott (hypothalamusra ható vagy abból fakadó) hormonális viszonyok 
illetve szimultán metabolikus paraméterek segítségével jellemzıek egy adott egyedre 
(egészségképlet), így patológiás esetekben támpontul szolgálhat mind a helyes diagnózis 
felállításában, mind pedig a megfelelı terápia megválasztásában. 
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